COMUNICACAO

IMPLICACOES DO FUNGO Aspergillus niger var. niger SOBRE O
CRESCIMENTO DE | SOLADOS DE Aspergillus DA SECAO
Circumdati E PRODUCAO DE OCRATOXINA A

RESUMO - Buscando esclarecimento a respeito da
inibicdo ou estimulo na producdo de ocratoxina A
(OTA) e no crescimento dos fungos ocratoxigénicos por
fungos que também ocorrem naturalmente associados
aos graos de café, com o presente estudo avaiou-se o
efeito inibitorio do fungo Aspergillus niger var. niger
EcoCentro 1181-01 (“inibidor” ) e seu filtrado, sobre
o crescimento de isolados de Aspergillus da segcéo
Circumdati e producgéo de ocratoxina A. O isolado ato-
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xigénico do fungo “inibidor”, selecionado como possi-
vel antagonista para espécies toxigénicas do género
Aspergillus da se¢do Circumdati, apresentou um efeito
positivo inibidor sobre os indices de velocidade de cres-
cimento micelial em relagdo aos demais isolados testa
dos. A agdo antagonista do fungo “ inibidor” associado
a gréos de café pode ser um dos fatores responsaveis
pelos niveis reduzidos de OTA detectados nas amostras
analisadas.

TERMOS PARA INDEXACAO: Ocratoxina A, café, Aspergillus ochraceus, qualidade.

IMPLICATIONS OF Aspergillus niger var. niger’s MOLD, FUNGI
UPON GROWING Aspergillus sISOLATE OF SECTION
Circumdati AND OCHRATOXIN A

ABSTRACT - The present study evaluated the
inhibitory effect of the fungus Aspergillus niger var.
niger EcoCentro 1181T-01 (inhibitor) and its filtrate on
the growth of an Aspergillus isolate of the section
Circumdati and ochratoxin A (OTA) production. An
atoxigenic isolate of the inhibitor fungus screened as
possible antagonist for toxigenic species of the genus

Aspergillus, section Circumdati, showed a positive
inhibitory effect upon mycelial growth velocity indices
comparing with the isolates tested. The antagonistic
action of the inhibitor fungus associated with coffee
beans may be one of the factors responsible for the
reduced levels of OTA detected in the samples
analyzed.

INDEX TERMS: Coffee beans, quality, ochratoxin A, Aspergillus ochraceus.

O crescimento fangico em graos de café rara
mente ocorre como em cultura pura. Dessa forma, o es-
tudo das interacdes ecol 6gicas entre fungos colonizado-
res de um mesmo substrato pode fornecer maior com-
preensdo sobre 0S microrganismos que controlam a
producdo de toxina na natureza. De acordo com Nor-
tholt et al. (1995), aguns fungos podem inibir o desen-

volvimento de outros fungos. A presenca de alguns mi-
crorganismos pode restringir o desenvolvimento de ou-
tros fungos. Dessa forma, 0 estudo das interages ecol dgi-
cas entre espécies colonizadoras com e sem potencid ocra
toxigénico assume grande importancia paraa compreensio
dos mecanismos e interagdes que controlam a producéo de
ocratoxina A (OTA) em gréos de café.
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Aspergillus niger € uma das poucas espécies de
fungos que receberam o status de GRAS (generaly
regarded as safe) conferido pela Food and Drug
Administration (FDA) devido a sua baixa toxicidade,
sendo importante mencionar que alguns isolados desse
fungo produziram OTA em baixas quantidades
(VARGA et d., 1996; ABARCA et a., 1997).

Por outro lado, Varga et a. (2000) apontam que
estirpes atoxigénicas tém se mostrado capazes de de-
compor micotoxinas, tornando-se, assim, promissoras
como meio de eliminar essas micotoxinas em substra-
tos, tais como graos de café e cereais.

Buscando esclarecimento a respeito da inibigdo
ou estimulo na producdo de Ocratoxina A (OTA) e no
crescimento de fungos ocratoxigénicos com outros fun-
gos que também ocorrem naturalmente em gréos de ca
fé, com o presente estudo conduzido in vitro, avaliou-se
o efeito inibitério de um isolado de Aspergillus niger
var. niger, EcoCentro 1181T01-01 e seu filtrado so-
bre o crescimento de isolados de Aspergillus da se¢do
Circumdati.

Todos os isolados foram obtidos de gréos de ca
fés beneficiados, sendo depositados na micoteca do
EcoCentro da EPAMIG em Lavras - Minas Gerais.

Foram utilizados como fungos produtores de
OTA: Aspergillus ochraceus EcoCentro 1161T01-01
(E1), Aspergillus elegans EcoCentro 1141T01-01 (E2),
Aspergillus ostianus EcoCentro 1091T01-01 (E3),
Aspergillus sclerotiorum EcoCentro 1131T01-01 (E4) e
Aspergillus sulphureus EcoCentro 1151T01-02 (E5) vs
Aspergillus niger var. niger EcoCentro 118101-01 ou
“inibidor” (isolado ndo-produtor de ochratoxina A).

O fungo “inibidor” cresceu em meio YES (Yeast
Extractor Sucrose) por 7 dias. Um disco de micélio de
0,5 cm de didmetro foi colocado em erlenmeyer de 250
ml contendo 100 ml de YES liquido. O fungo cresceu
por 7 dias sob agitagdo a temperatura ambiente (25 -
27°C). Ap6s o tempo de incubagdo, o meio liquido YES
foi denominado de YESAN (Y ES/Aspergillus niger).

O meio YESAN foi préfiltrado em membrana
de microfibra de vidro 55 mm de didmetro em mem-
brana de RC 0,45 mm de diédmetro. Apds a filtragdo, o
YESAN foi misturado em YES nas proporgdes 5%,
10% e 15%, e na propor¢cdo de 10% com éagua, para
simular os nutrientes absorvidos em placas de Petri. Pa-
ramedir o didmetro das coldnias, os fungos foram ino-
culados em duplicata, em trés pontos equidistantes por
placas e incubadas a 25°C + 0,4. Os fungos cresceram
em YES+H,0 a 5%, 10% e 15% e em YES+YESAN
EcoCentro 1181-01 nas mesmas concentragoes.

A avaliag8o do crescimento das colbnias foi feita
apos 2, 4, 7 e 9 dias, sendo os resultados utilizados pa
ra o calculo do indice de velocidade de crescimento mi-
celial dos fungos (IVCM) utilizando-se a férmula Ma
guire (1962), adaptada por Oliveira (1991):

IVCM = S(D-Da)/N, em que: IVCM = indice de
velocidade de crescimento micelial, D = Diametro mé-
dio atual, Da = Diametro médio anterior e N = Nimero
de dias ap6s ainocul agéo.

No dltimo dia de avaliagdo do crescimento das
coldnias, foi realizado o teste do potencial ocratoxigé-
nico dos fungos pela técnica de Plug Agar. Todos os
isolados identificados foram inoculados em meio YES e
incubados por 7 dias a 25 + 1°C. O tempo de incubago
para a deteccdo da producdo de micotoxina pelatécnica
de Plug Agar é de cinco dias atemperatura de 25°C
(FILTENBORG e FRISVAD, 1980). Com o auxilio de
um instrumento circular, foi feito um corte circular de
aproximadamente 50 mm do micélio do fungo com
agar; esse micédlio foi colocado sobre uma placa de
CCD (Merck — Silica Gel 60, 20x20) previamente ati-
vada, junto com o micélio dos demais isolados, um ao
lado do outro, com 1,5 cm de disténcia.

Ao lado do ultimo micélio, é feita a aplicacdo do
padrdo da micotoxina (ocratoxina A). O micélio é reti-
rado e, apds 15 minutos, € feita a eluicdo em uma cuba
de vidro contendo como fase mével TEF - Tolueno,
Acetato de Etila e Acido formico 90% (50:40:10). Esse
método conta com o fato de que muitas micotoxinas sao
extracelulares, difundindo-se no substrato. Apds a elui-
¢a0, as placas s&0 secas em capela pelo fluxo de ar. A
confirmagdo é feita em luz ultravioleta com 366 nm em
cromatovisor CAMAG (UV-BETRACHTER). O isola
do produtor de ocratoxina apresenta um Rf (fator de re-
tencdo) e um spot de fluorescéncia semelhante ao do
padr&o da micotoxina testada.

A produgdo de ocratoxina A foi avaliada arbitra-
riamente utilizando sinais (+) de acordo com a intensi-
dade da fluorescéncia, e a fluorescéncia mais intensa
recebeu nota (+++++). Onde ndo foi detectada a fluo-
rescéncia caracteristica de ocratoxina A, a nota dada foi
(-).

Na Tabela 1 encontram-se apresentados os resul-
tados referentes aos indices de vel ocidade de crescimen-
to micelial médios observados para os fungos toxigéni-
cos do género Aspergillus da secdo Circumdati, quando
em presenca de filtrados do fungo antagonista, o inibi-
dor.

Os fungos testados apresentaram indices de ve-
locidade de crescimento micelia semelhantes, ou seja,
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na auséncia do filtrado do inibidor, esses apresentaram
indices de vel ocidade de crescimento normal para cada
espécie.

Pela Tabela 1, observa-se um comportamento di-
ferenciado das distintas espécies estudadas quando
submetidas a concentragdes variadas do filtrado obtido
do isolado do fungo atoxigénico inibidor.

TABELA 1 — Resultados referentes aos indices de ve-
locidade de crescimento micelial médios, observados
para os fungos toxigénicos do género Aspergillus da se-
¢do Circumdati, quando em presenca de filtrados do
fungo antagonista, o inibidor.

Tratamentos -

Meédias
Fungos Concentracéo (%)

5 YESAN 0,538 ct
E1 10 YESAN 0,445 b
15 YESAN 0,544 c
10 H,O 0,555 ¢
5 YESAN 0,544 c
E> 10 YESAN 0,495 ¢
15 YESAN 0,460 b
10 H,O 0,518 c
5 YESAN 0,605 c
E3 10 YESAN 0,390 a
15 YESAN 0,345 a
10 H,O 0,538 c
5 YESAN 0,454 b
E4 10 YESAN 0,490 ¢
15 YESAN 0,538 ¢
10 H,O 0,569 c
5 YESAN 0,470 b
E5 10 YESAN 0,504 c
15 YESAN 0,480 b
10 H,0O 0,508 c
5 YESAN 0,430 b
nibidor 10 YESAN 0,405 a
15 YESAN 0,445 b
10 H,O 0,518 ¢

M édias seguidas pela mesma letra no diferem estatis-
ticamente entre 9 pelo teste de Scott-Knott a 1% de
probabilidade. Dados s8o médias de trés r epeticdes.

N&o se observou, portanto, exceto para o fun-
go Aspergillus ostianus, uma relagéo direta entre re-
ducdo dos indices de velocidade de crescimento mi-
celial e concentragdes dos filtrados do fungo inibi-
dor. A inconsisténcia dos dados obtidos para os de-
mais isolados testados, significa que o efeito inibi-
dor do fungo Aspergillus niger var. niger, observado
em ensaios visando ao |levantamento da microbiota
associada aos frutos e gréos de café, envolve outros
mecanismos, 0S quais necessitariam ser investiga-
dos.

Na Tabela 2 encontram-se apresentados os resul-
tados da producdo de OTA por espécies de fungos do
género Aspergillus da secéo Circumdati em presencade
diferentes concentragdes do filtrado do fungo antago-
nista Aspergillus niger Ecocentro 1181-T 01. Por meio
dos resultados apresentados, observa-se que, de uma
maneira geral, todos os fungos demonstraram uma re-
ducdo na producdo de OTA devido apresencga do filtra-
do do fungo inibidor.

Nota-se ainda uma diferenga quanto ao poten-
cial toxigénico entre espécies estudadas, com um po-
tencial mais elevado de Aspergillus elegans, con-
forme demonstrado no tratamento com 10% de agua,
0 gue ndo impediu que o filtrado do fungo antago-
nista, nas trés concentragfes testadas, reduzisse a
produgdo da micotoxina. A possibilidade de ocor-
réncia de um fendmeno de detoxificagdo de micoto-
Xinas por meio da agéo de microrganismos foi rela-
tada por outros autores, como Varga et a. (2000) e
Lee e Magan (2000).

N&o se observou uma relagdo entre inibic&o
do crescimento micelial e produgéo de toxinas, infe-
rindo-se que a presenca do fungo causou uma agéo
diferenciada sobre os dois fenémenos, ndo confir-
mando afirmativas anteriores de que existe uma ten-
déncia de ocorréncia de inibi¢do simultanea de cres-
cimento micelial e de producdo de micotoxinas
(LEE e MAGAN, 2000).

O isolado atoxigénico do fungo inibidor, sele-
cionado como possivel antagonista para espécies toxi-
génicas de fungos do género Aspergillus, se¢do Cir-
cumdati, apresentou um efeito positivo inibidor sobre os
indices de velocidade de crescimento micelia em rela-
¢a0 aos isolados testados.

A acéo antagonista do filtrado do fungo inibi-
dor associado a graos de café pode ser um dos fato-
res responsaveis pelos niveis reduzidos de OTA de-
tectados em amostras de café analisadas (NASSER,
2000).
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TABELA 2 — Resultados da produgdo de OTA por
espécies de fungos do género Aspergillus da secdo
Circumdati em presenca de diferentes concentragdes do
filtrado do fungo antagonista, o inibidor.

Tratamentos .
Producéo de OTA
Fungos Concentracéo (%)
5 YESAN +1
10 YESAN +
E1l
15 YESAN -
10 H,O ++
5 YESAN +++
10 YESAN +++
E2
15 YESAN +++
10 H,O ++++
5 YESAN +
10 YESAN +
E3
15 YESAN +
10 H,O ++
5 YESAN -
10 YESAN +
E4
15 YESAN +
10 H,O ++
5 YESAN +
10 YESAN +
E5
15 YESAN +
10 H,O +

1(-) fluorescéncia ndo detectada e (+++++) fluores-
céncia mais intensa.
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